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ABSTRAKT 
Prvním tématem předkládané dizertační práce bylo stanovení 
isoprostanů-markerů oxidativního stresu a dalších látek, které mohou být 
přítomností oxidativního stresu ovlivňovány. Sledování isoprostanů iPF2α-III, 
iPF2α-VI, iPF2α-VI, astaxanthinu a polynenasycených mastných kyselin (PUFA), 
zejména pak kyseliny arachidonové probíhalo v jikrách lososa obecného 
(Salmo salar). Byly vyvinuty a optimalizovány metody stanovení těchto látek 
pomocí chromatografických metod ve spojení s konvenční nebo hmotnostně 
spektrometrickou detekcí, které byly použity pro kvantifikaci sledovaných analytů 
v jikrách Salmo salar, lišících se svojí životaschopností a vývojovým stadiem. 
V nepřeživších jikrách bylo obsaženo větší množství sledovaných isoprostanů 
a kyseliny arachidonové a zároveň nižší množství astaxanthinu než v kontrolních 
vzorcích jiker (reprezentujících zdravé jedince). Také relativní zastoupení PUFA 
bylo ve vzorcích nepřeživších jiker vyšší než v kontrolních vzorcích. Čerstvě 
nakladené jikry obsahovaly srovnatelnou hladinu sledovaných isoprostanů 
s kontrolními vzorky. Pouze isoprostan iPF2α-IV byl obsažen v kontrolních 
vzorcích pod limit stanovitelnosti, zatímco čerstvě nakladené jikry obsahovaly 
nízké, avšak kvantifikovatelné množství. Vyšší hladiny PUFA a kyseliny 
arachidonové ve srovnání s kontrolou byly pozorovány u čerstvě nakladených jiker. 
Nicméně statisticky významný byl pouze rozdíl v množství astaxanthinu. Rozdílná 
hladina PUFA a astaxanthinu v jikrách může souviset s jejich biochemickou 
spotřebou během vývoje. Životaschopnost jiker Salmo salar proto mohla být 
ovlivněna přítomností oxidativního stresu.  
Druhá část této práce se zabývá sledováním mykotoxinů v potravinách 
a krmivech. Evropskou legislativou je regulováno pouze velmi malé množství 
mykotoxinů. Avšak Evropský úřad pro bezpečnost potravin (EFSA) žádá o data 
vedoucí k zavedení regulačních limitů pro další mykotoxiny. V této studii byla 
vyvinuta multireziduální metoda pro stanovení 17 mykotoxinů v biotických 
materiálech. Metoda zahrnuje jak mykotoxiny regulované EU, tak i další 
mykotoxiny v souladu s požadavky EFSA. Analyty jsou z matrice izolovány pomocí 
modifikované metody QuEChERS a analyzovány s použitím ultraúčinné kapalinové 
chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií. Metoda navíc umožňuje 
ze stejného extraktu stanovit i ergotové alkaloidy. 
Vyvinutá metoda byla použita pro monitoring mykotoxinů a ergotových alkaloidů 
v krmivech a surovinách pro jejich výrobu a v pivovarském ječmeni a sladu z něj 
připraveném. 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Isoprostany, oxidativní stres, Salmo salar, losos, LC-MS, HPLC, astaxanthin, 
kyselina arachidonová, PUFA, mykotoxiny, námelové alkaloidy, multimetoda, 
QuEChERS, hmotnostní spektrometrie, krmivo, ekologické zemědělství. 
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1  ÚVOD 
Předložená práce se zabývá využitím separačních technik ve spojení s hmotnostně 
spektrometrickou detekcí pro řešení dvou odlišných témat.  
V první části této dizertační práce byla ve spojení se separační technikou použita 
hmotnostní spektrometrie pro analýzu markerů oxidativního stresu a dalších 
biologicky významných látek v jikrách lososa obecného (Salmo salar). Tato práce 
byla částečně řešena v  Environmental Research Institute, UHI (University 
of Highlands and Islands) v Thursu (Skotsko, UK) a v Ústředním kontrolním 
a zkušebním ústavu zemědělském (ÚKZÚZ) v Brně na pracovišti Národní 
referenční laboratoře Regionálního oddělení (NRL-RO). Studiem oxidativního 
stresu se zabývá mnoho vědních oborů, neboť je s ním spojován rozvoj 
karcinogeneze, poškození nervů nebo vznik kardiovaskulárních onemocnění. 
U lososovitých ryb je příčinou syndromu M74, který způsobuje smrt raných 
vývojových stádií jiker. Studium oxidativního stresu lze například realizovat 
sledováním produktů oxidace kyseliny arachidonové přítomné v buněčných 
membránách organismů. V důsledku působení oxidativního stresu se procesem 
lipidní peroxidace této nenasycené mastné kyseliny vytvářejí tzv. isoprostany, 
které mohou být díky moderním analytickým metodám stanovovány. Přítomností 
oxidativního stresu jsou ovlivňovány i další látky. Tato studie se zabývala vývojem 
a aplikací vhodné metodiky pro sledování markerů oxidativního stresu-isoprostanů, 
polynenasycených mastných kyselin, zejména pak kyseliny arachidonové 
a astaxanthinu v lososích jikrách. Porovnání hladin sledovaných analytů mezi 
kontrolní a testovanou skupinou mělo odpovědět na otázku, zda jejich 
životaschopnost mohla být ovlivněna v důsledku přítomnosti oxidativního stresu.     
V druhé části dizertační práce byla hmotnostní spektrometrie ve spojení 
s kapalinovou chromatografií použita pro sledování mykotoxinů. Tato studie byla 
zpracovávána v  ÚKZÚZ v Brně na pracovišti NRL-RO. Mykotoxiny jsou 
sekundární metabolity plísní, které negativně ovlivňují organismus, jedná se o jedny 
z nejvýznamnějších přírodních kontaminantů potravin a krmiv. V současnosti 
je popsáno více než 500 druhů mykotoxinů, produkovaných velmi širokým spektrem 
houbových patogenů. V potravinách a krmivech je však kontrolován a legislativně 
upravován výskyt jen několika málo z nich. Velká pozornost je věnována také 
dalším mykotoxinům, neboť získané údaje o jejich výskytu a toxikologickém 
působení mohou být základem pro nastavení vhodných regulujících limitů. 
Evropský úřad pro potravinovou bezpečnost (EFSA) v současné době vyzývá 
ke sledování následujících mykotoxinů: nivalenol, diacetoxyscirpenol, 
moniliformin, beauvericin, enniatiny, sterigmatocysin, citrinin, alternariové toxiny 
a ergotové alkaloidy. 
Předkládaná práce proto představuje levnou, rychlou a dostatečně citlivou metodu 
pro současnou analýzu legislativně regulovaných i nově sledovaných mykotoxinů 
v krmivech a ostatních zemědělských komoditách. 
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Téma A 
 
HODNOCENÍ OXIDATIVNÍHO ZATÍŽENÍ LOSOSÍCH JIKER POMOCÍ 
MODERNÍCH SEPARAČNÍCH TECHNIK 
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2  TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 OXIDATIVNÍ STRES 
Oxidativní stres je nerovnováha mezi oxidanty a antioxidanty ve prospěch 
oxidantů. Pod pojmem oxidanty se v této práci budou uvažovat nejen reaktivní 
kyslíkové formy (např. superoxidový anion O2
-, hydroxylový radikál OH, peroxid 
vodíku H2O2) ale i reaktivní dusíkové formy (např. NO2, NO
, N2O3) a jiné volné 
radikály. Řada oxidantů je v organismech tvořena některými přirozenými procesy, 
jako je dýchání nebo fagocytóza. Jedná se o tzv. endogenní zdroje, které jsou 
pro organismus přirozené. Avšak množství oxidantů generovaných endogenními 
zdroji může být zvýšeno podněty zvenčí, a to tzv. exogenními zdroji. Mezi takové 
zdroje se řadí například kouření, průmyslové znečištění životního prostředí (PAHs, 
PCBs,…) nebo působení pesticidů, těžkých kovů a ultrafialového záření. 
Dojde-li ke zvýšení hladiny oxidantů v organismu, může dojít k poškození 
biologicky důležitých molekul. Oxidanty mohou v organismu atakovat membránové 
lipidy, proteiny a nukleové kyseliny, čímž dochází k poškození těchto důležitých 
biomolekul, která mohou být až nevratná. Oxidativní stres je spojován se vznikem 
nádorových, kardiovaskulárních a neurodegenerativních onemocnění 
nebo s procesem stárnutí [1, 2]. U některých živočišných druhů vyvolávají oxidanty 
specifické následky, např. blednutí korálů. U lososovitých ryb se projevuje například 
syndrom M74, jehož důsledkem je úhyn raných vývojových stádií jiker [2, 3]. 
Hodnocení oxidativního stresu sledováním hladiny oxidantů je složité, 
neboť se jedná o vysoce reaktivní látky s krátkou životností. Z tohoto důvodu 
se využívá sledování stabilnějších sekundárních produktů, které vznikají právě 
následkem reakce oxidantů s biomolekulami. Nejčastěji jsou sledovány sekundární 
produkty polynenasycených mastných kyselin, které jsou součástí lipidové 
dvojvrstvy v buněčných membránách. Jako tzv. markery oxidativního stresu 
se nejčastěji sledují produkty lipoperoxidace, kam patří například isoprostany. 
F2-isoprostany jsou stabilní produkty neenzymatické oxidace arachidonové kyseliny, 
a proto jsou významnými biomarkery oxidativního stresu. Nejvhodnější metodou 
pro jejich sledování se stala kapalinová chromatografie ve spojení s tandemovou 
hmotnostně spektrometrickou detekcí (LC-MS/MS). 
Přítomností oxidativního stresu jsou ovlivňovány i další látky. Například 
se snižuje hladina antioxidantů (např. astaxanthin) nebo je pozorováno zvýšené 
množství kyseliny dokosahexaenové a arachidonové, které patří mezi mastné 
kyseliny obsahující více než 2 dvojné vazby (v tomto textu označované 
jako tzv. PUFA).  
Protože se zmiňované látky vyskytují v organismu zcela přirozeně, pro hodnocení 
oxidativního zatížení se tedy porovnává množství těchto látek mezi testovanou 
a kontrolní (tj. nezatíženou) skupinou.  
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3  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 POPIS EXPERIMENTU 
Tato práce se zabývá sledováním hladiny isoprostanů, astaxanthinu a mastných 
kyselin v jikrách lososa obecného (Salmo salar). Studovány byly nepřeživší jikry, 
čerstvě nakladené jikry a přeživší jikry ve stadiu očních bodů. Stadium očních bodů 
je nejstarším vývojovým stadiem mezi těmito třemi skupinami jiker). Tyto jikry 
mohou být vhodné k porovnávání parametrů s dalšími dvěma skupinami, 
protože nejsou oxidativním stresem zatížené. V textu jsou proto dále označovány 
jako tzv. kontrola.  
Relativní množství sledovaných analytů ve vzorcích nepřeživších jiker odpoví 
na otázku, zda může být životaschopnost těchto jedinců přisuzována právě 
přítomnosti oxidativního stresu. Zatímco čerstvě nakladené jikry mohou vypovídat o 
možných změnách sledovaných parametrů během vývoje lososa obecného. 
 
3.2 POPIS VZORKŮ PRO EXPERIMENT 
Pro experimentální účely a validaci stanovení sledovaných parametrů byla použita 
rybí svalovina (Salmo salar). Vyvinuté metody byly poté použity pro sledování 
oxidativního stresu v lososích jikrách, které byly poskytnuty lososí farmou 
Loch Duart ve Skotsku. 
K dispozici byly tři skupiny jiker ve složení: nepřeživší jikry, čerstvě nakladené 
jikry a jikry ve stadiu očních bodů – kontrola. Každá skupina čítala 50 jedinců.  
Množství tkáně z jedné samotné jikry bylo nedostačující pro analýzu všech 
požadovaných parametrů, a proto se vždy pracovalo se homogenizovanou 
podskupinou každé ze tří skupin jiker. Z každé skupiny bylo tedy vyčleněno 
10 vzorků po pěti jikrách, které byly homogenizovány v třecí misce pod tekutým 
dusíkem. Tímto postupem vznikly tři skupiny jiker po 10 vzorcích lišících 
se stadiem vývoje a životaschopností. Každý homogenizovaný vzorek byl 
analyzován zvlášť na přítomnost mastných kyselin, astaxanthinu a isoprostanů 
(Obrázek 1). 
 
Obrázek 1: Schéma přípravy vzorku nepřeživších jiker, které je analogické 
pro čerstvě nakladené jikry a kontrolní vzorky. 
50 nepřeživších jiker
Homogenizace po 5 jikrách
10 homogenních vzorků
Mastné kyseliny
Rozdělení každého vzorku na 3 frakce pro analýzu:
Astaxanthin Isoprostany
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3.3 PŘÍPRAVA VZORKŮ  
3.3.1 Extrakce astaxanthinu ze tkáně Salmo salar 
Přibližně 0,03 g homogenizované tkáně bylo v centrifugační zkumavce smícháno 
s 5 ml acetonu. Astaxanthin byl ze vzorku extrahován pomocí ultrazvuku po dobu 
15 min. Extrakt byl poté odstředěn při 3500 otáčkách/min po dobu 5 minut. Poté byl 
supernatant oddělen. Ke zbytku tkáně byl přidán další podíl 5 ml acetonu a postup 
extrakce a odstředění byl opakován. Oba extrakty byly spojeny a při laboratorní 
teplotě odpařeny do sucha pod proudem dusíku. Odparek obsahující astaxanthin byl 
poté rozpuštěn v 0,5 ml acetonu a přefiltrován přes nylonový membránový filtr 
s velikostí pórů 0,45 µm do vialky. Takto připravený vzorek byl analyzován 
metodou HPLC-PDA.  
3.3.2 Extrakce mastných kyselin ze tkáně Salmo salar 
Přibližně 0,03 g homogenizovaného vzorku bylo zmýdelněno 1 ml roztoku 4 M 
NaOH v 50% MeOH. Směs ve zkumavce byla ve vroucí vodní lázni ohřívána 
po dobu 30 minut, během této doby byly zkumavky po 5 minutách ručně 
protřepávány. Po ochlazení na laboratorní teplotu byly do zkumavky přidány 2 ml 
roztoku 6 M HCl v 50% MeOH. Směs ve zkumavce byla dále ohřívána při 80 °C 
po dobu 10 minut. Tímto způsobem došlo k methylaci karboxylové skupiny 
mastných kyselin a uvolněné mastné kyseliny tím byly esterifikovány kysele 
katalyzovanou reakcí. Po ochlazení v ledové tříšti byly vzniklé methylestery 
mastných kyselin extrahovány do 1 ml hexanu. Poté byla spodní vodná vrstva 
odsáta. Směs mastných kyselin byla přečištěna přídavkem 2 ml 1,2% roztoku NaCl 
ve vodě. Směs byla ručně velmi jemně protřepávána. Podíl vrchní organické fáze byl 
převeden do vialky a takto připraven pro GC/MS analýzu.  
3.3.3 Extrakce isoprostanů ze svaloviny Salmo salar 
Hydrolýza tkáně  
Vázané isoprostany byly z fosfolipidové dvojvrstvy buněčných membrán 
uvolněny alkalickou hydolýzou. Tkáň lososa (0,35 ± 0,001 g) byla hydrolyzována 
1 ml 1 M KOH po dobu 50 minut při 40 ± 2 °C s přídavkem 20 μl antioxidantu 
butylhydroxytoluenu (1 nmol/ml). Po ochlazení na laboratorní teplotu byl přidán 
1 ml 1 M HCl a 2 ml 100 mM kyseliny mravenčí pro úpravu pH a vysrážení 
proteinů. Následovala centrifugace po dobu 10 min při 2400 g. 
 
Extrakce tuhou fází 
Z 3,5 ml supernatantu po centrifugaci byly isoprostany izolovány extrakcí tuhou 
fází. Pro tento účel byly použity kolonky Strata-X 33 μm s obrácenou fází 
na polymerním sorbentu (Phenomenex, USA) obsahující 200 mg sorbentu.  
Kolonky byly kondicionovány 2 ml MeOH a následně promyty 2 ml vody. 
Po nanesení vzorku byly kolonky promyty 2 ml vody a 2 ml směsi MeOH:voda 
 9 
(20:80; v/v). Isoprostany byly eluovány 3 ml methanolu, objem extraktu byl 
pod proudem dusíku snížen na 0,2 ml. Po filtraci přes membránový filtr s velikostí 
pórů 0,45 µm byl vzorek připraven pro následnou LC-MS/MS analýzu. 
 
3.4 ANALÝZA ANALYTŮ  
3.4.1 HPLC-VIS Analýzy astaxanthinu  
Astaxathin byl analyzován vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií 
s UV-VIS detekcí.  Separace probíhala na koloně Phenomenex Synergi MAX-RP 
80A (250 mm × 4,6 mm, velikost částic 4 µm). Mobilní fáze byla složena z 0,1 M 
octanu amonného (eluční složka A) a methanolu (eluční složka B) a byla aplikována 
gradientová eluce. Vlnová délka pro detekci a kvantifikaci astaxanthinu byla 
474 nm. 
 
3.4.2 GC-MS analýza mastných kyselin 
Analýza mastných kyselin byla prováděna pomocí plynového chromatografu 
s kvadrupólovým hmotnostním analyzátorem. Vzorky byly separovány na koloně 
HP-5MS (30 m × 0,25 mm × 0,25 µm). Nosným plynem bylo helium s průtokem 
1 ml/min (konstantní průtok). Teplota nástřiku byla 250 °C, dávkování vzorku bylo 
bezděličové s jednominutovým intervalem uzavření ventilu děliče. Množství 
dávkovaného vzorku bylo 1 µl. Počáteční teplota kolony byla 90 °C a koncová 
280 °C. Byla použita elektronová ionizace (EI) při 70 eV. Teplota iontového zdroje 
byla 280°C.  Rozsah skenování byl od 50 do 550 u, frekvence záznamu spekter byla 
5 spekter/s.  
  
3.4.3 UPLC-MS/MS analýza isoprostanů  
Chromatografická separace isoprostanů probíhala pomocí UPLC-MS/MS 
(XEVO TQ-MS). Vzorky byly separovány na koloně ACQUITY UPLC BEH C18, 
50 mm × 2,1 mm ×1,7 µm (Waters, USA). Mobilní fáze sestávala z 0,1% kyseliny 
octové ve vodě a 0,1% kyseliny octové v methanolu. Byla aplikována gradientová 
eluce. Ionizace analytů probíhala pomocí elektrospreje s detekcí negativních iontů 
(ESI
-
). Napětí na kapiláře bylo nastaveno na hodnotu -3,7 kV. Průtok sušícího plynu 
(N2) byl 650 l/h, jeho teplota byla 500 °C, průtok zmlžovacího plynu byl 50 l/h. 
Teplota iontového zdroje byla nastavena na 150 °C. Kolizním plynem byl argon 
o průtoku 0,15 ml/min. Pro každý analyt byl sledován jeden MRM přechod, 
který byl specifický pro daný typ isoprostanu.  
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4  VÝSLEDKY A DISKUZE  
 
4.1 ANALÝZA MASTNÝCH KYSELIN  
Přítomnost oxidativního zatížení v organismu je často spojována se zvýšenou 
hladinou některých polynenasycených mastných kyselin, kterými jsou například 
kyselina dokosahexaenová a arachidonová [4]. Kyselina arachidonová 
je prekurzorem isoprostanů, které slouží jako markery oxidativního stresu. Proto 
se tato práce zaměřovala na srovnání množství kyseliny arachidonové mezi 
jednotlivými vzorky jiker. Díky možnostem, které poskytuje moderní analytická 
technika GC-MS, bylo možno zároveň sledovat celkový profil relativního 
zastoupení mastných kyselin ve sledovaných vzorcích jiker (Obrázek 2). 
Mastné kyseliny byly v různém poměru přítomny ve všech vzorcích lososích 
jiker. 
 
 
Obrázek 2: Relativní zastoupení nasycených, mono- nebo di-nenasycených 
a polynenasycených mastných kyselin ve vzorcích lososích jiker. 
 
Isoprostany vznikají lipidní peroxidací polynenasycených mastných kyselin 
obsahujících alespoň tři dvojné vazby (PUFA). Náchylnost lososích jiker k tvorbě 
isoprostanů může být proto hodnocena podle množství těchto mastných kyselin 
v jednotlivých vzorcích jiker. Ve srovnání s kontrolou bylo větší množství PUFA 
obsaženo v nepřeživších jikrách (Obrázek 3).  
Kyselina arachidonová je prekurzorem dále sledovaných F2-isoprostanů. 
Její zvýšené množství v organismu se dává do souvislosti s přítomností oxidativního 
stresu. Absolutní množství kyseliny arachidonové bylo porovnáváno mezi vzorky 
testovaných jiker.  
Její největší množství bylo obsaženo v nepřeživších jikrách (3,9 ± 0,8 mg/g) 
( = 10) a poté v čerstvě nakladených jikrách, které obsahovaly 3,5 ± 0,1 mg/g 
(n = 10). Nejmenší množství kyseliny arachidonové bylo obsaženo v kontrolních 
vzorcích (2,9 ± 0,2 mg/g) (n = 10).  
Mezi kontrolními vzorky a nepřeživšími vzorky jiker byly pozorovány sice malé, 
avšak statisticky významné rozdíly (p = 0,04), zatímco mezi kontrolními vzorky 
a čerstvě nakladenými vzorky nebyl rozdíl statisticky potvrzen (p = 0,42). 
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60.0 
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nasycené mono a di-nenasycené polynenasycené 
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Obrázek 3: Průměrná množství kyseliny arachidonové v lososích jikrách. 
  
Nepřeživší jikry tedy mohou být považovány za náchylnější ke tvorbě isoprostanů 
ve srovnání s kontrolou. Čerstvě nakladené jikry obsahovaly větší množství PUFA 
a kyseliny arachidonové než kontrolní vzorky. Vyšší hladina PUFA a kyseliny 
arachidonové v čerstvě nakladených jikrách mohla být způsobena buď přítomností 
oxidativního stresu, nebo postupným snižováním obsahu PUFA díky biologické 
přeměně těchto látek během vývoje lososích jedinců.  
    
4.2 ANALÝZA ASTAXANTHINU V LOSOSÍCH JIKRÁCH 
Největší koncentrace astaxanthinu byla nalezena ve vzorcích čerstvě nakladených 
jiker, a to 6,0 ± 2,6 µg/g (n = 10). Menší hladina astaxanthinu byla nalezena 
ve vzorcích nepřeživších jiker, a to 2,6 ± 1,0 µg/g (n = 10). V kontrole bylo 
obsaženo 4,11 ± 1,1µg/g (n = 10) astaxanthinu. Statisticky významné rozdíly byly 
pozorovány mezi kontrolními vzorky a nepřeživšími jikrami (p = 0,002) a mezi 
kontrolními vzorky a čerstvě nakladenými jikrami (p = 0,004).  
4.3 ANALÝZA ISOPROSTANŮ V LOSOSÍCH JIKRÁCH 
Vyvinutá analytická metoda pro analýzu isoprostanů byla použita pro hodnocení 
oxidativního stresu v jikrách lososa obecného. V této studii byly srovnávány hladiny 
markerů oxidativního stresu, a to iPF2α-III, iPF2α-IV a iPF2α-VI mezi přeživšími 
jikrami (kontrola), nepřeživšími jikrami a čerstvě nakladenými jikrami (Tabulka 2). 
 
Tabulka 2. Průměrná množství isoprostanů typu III, IV a VI v kontrolních, čerstvě 
nakladených a nepřeživších vzorcích jiker lososa obecného.     
 
 
Průměr ± SD; (n = 10) 
iPF2α-VI iPF2α-III iPF2α-IV 
Kontrola 33,2 ±  12,9 17,4 ±  5,6 < LOQ 
Nakladené jikry 32,2 ± 12,3 20,2 ±  7,5 4,1 ± 3,6 
Nepřeživší jikry 181,5 ± 37,8 125,7 ±  23,1 69,0 ± 19,0 
 
V množství isoprostanů mezi kontrolou a nepřeživšími jikrami byly nalezeny 
signifikantní rozdíly, zatímco mezi kontrolními vzorky a vzorky čerstvě 
nakladených jiker nebyly pozorovány statisticky významné rozdíly.  
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5  ZÁVĚR 
Tato studie se zabývala vývojem a optimalizací metod pro stanovení 
isoprostanů-markerů oxidativního stresu a dalších látek, které mohou být 
přítomností oxidativního stresu ovlivňovány.   
Analyty byly ze tkáně izolovány vhodnou extrakční technikou a stanoveny 
pomocí chromatografických metod ve spojení s konvenční spektrofotometrickou 
(VIS) nebo hmotnostně spektrometrickou detekcí. Vyvinuté metody byly použity 
pro sledování isoprostanů iPF2α-III, iPF2α-VI, iPF2α-VI, astaxanthinu 
a polynenasycených mastných kyselin (PUFA), zejména pak kyseliny arachidonové, 
v jikrách lososa obecného (Salmo salar), které se lišily svojí životaschopností 
a vývojovým stadiem.  
V nepřeživších jikrách bylo obsaženo větší množství sledovaných isoprostanů 
a arachidonové kyseliny a zároveň nižší množství astaxanthinu než v kontrolních 
vzorcích jiker (reprezentujících zdravé jedince). Také relativní zastoupení PUFA 
bylo ve vzorcích nepřeživších jiker vyšší než v kontrolních vzorcích.  
Výsledky této studie podporují hypotézu, že životaschopnost jiker Salmo salar 
mohla být ovlivněna v důsledku přítomnosti oxidativního stresu.  
Čerstvě nakladené jikry obsahovaly srovnatelnou hladinu sledovaných 
isoprostanů s kontrolními vzorky. Pouze iPF2α-IV byl obsažen v kontrolních 
vzorcích pod LOQ, zatímco čerstvě nakladené jikry obsahovaly nízké, 
avšak kvantifikovatelné množství. Vyšší hladiny PUFA a kyseliny arachidonové 
ve srovnání s kontrolou, byly pozorovány u čerstvě nakladených jiker. Nicméně 
statisticky významný byl pouze rozdíl v množství astaxanthinu. Úbytek množství 
PUFA a astaxanthinu může souviset s jejich biochemickou spotřebou během vývoje 
jiker.  
Postup pro izolaci a kvantifikaci isoprostanů je validovaný v matrici tkáně lososa 
obecného (Salmo salar). Důležitým krokem celého postupu je uvolnění vázaných 
forem isoprostanů pomocí hydrolýzy, který lze aplikovat i na další tkáňové vzorky. 
Z tohoto důvodu lze konstatovat, že vyvinutá metoda je obecně vhodná 
pro sledování markerů oxidativního stresu i v jiných biologických tkáních. 
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Téma B 
 
VYUŽITÍ HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE KE STANOVENÍ 
MYKOTOXINŮ  
 14 
6  TEORETICKÁ ČÁST 
6.1 MYKOTOXINY 
Mykotoxiny jsou sekundární toxické metabolity vláknitých mikromycetů (plísní). 
Jsou to látky téměř všudypřítomné a mohou u zvířat a člověka vyvolat řadu 
nežádoucích onemocnění. Z pohledu nebezpečnosti mykotoxinů na zdraví lidí 
a zvířat je nezbytné, aby se pravidelně kontroloval obsah mykotoxinů v potravinách 
a krmivech. Jen tak se může včas zabránit jejich požití a předejít tak zdravotním 
komplikacím.    
Legislativa o nežádoucích látkách v krmivech je upravována právními předpisy 
týkajícími se pouze krmiv (Tabulka 3).  
 
Tabulka 3. Limity pro mykotoxiny v krmivech [5]. 
Mykotoxin Produkty určené ke zkrmování 
Směrné hodnoty 
mg/kg (ppm) 
Deoxynivalenol 
obiloviny, produkty z obilovin, vedlejší produkty 
z kukuřice, doplňková a kompletní krmiva 
0,9 – 12 
Zearalenon 
obiloviny, produkty z obilovin, vedlejší produkty 
z kukuřice, doplňková a kompletní krmiva 
0,1 – 3 
Ochratoxin A 
obiloviny, produkty z obilovin, vedlejší produkty 
z kukuřice, doplňková a kompletní krmiva 
0,05 – 0,25 
Fumonisin B1 + B2 
kukuřice, produkty z kukuřice, doplňková a kompletní 
krmiva 
5 – 60 
Aflatoxin B1
a
 
všechny krmné suroviny, kompletní krmiva, doplňková 
krmiva 
0,005 – 0,02 
T-2 a HT-2 toxin
b
 výrobky z obilovin pro krmiva a krmné směsi 
250 – 2000 (pro 
kočky do 50) 
a… maximální povolený obsah dle [6] 
b... orientační hodnoty dle [7, 8] 
  
Kromě regulovaných mykotoxinů je velká pozornost také věnována dalším 
mykotoxinům, neboť získané údaje o jejich výskytu a toxikologickém působení 
mohou být základem pro nastavení vhodných regulujících limitů. Evropský úřad 
pro potravinovou bezpečnost (EFSA) v současné době vyzývá ke sledování 
následujících mykotoxinů: nivalenol, diacetoxyscirpenol, moniliformin, beauvericin, 
enniatiny, sterigmatocysin, citrinin, alternariové toxiny a ergotové alkaloidy. 
 
Stanovení bezpečných hladin mykotoxinů v krmivech je velmi složité. Důvodem 
je nedostatečný výzkum a rozdílná citlivost živočichů vůči různým mykotoxinům. 
Svoji roli může také hrát nepřesný odběr vzorků a analýza krmiv a skutečnost, 
že existuje množství potenciálních mykotoxinů a existence interakcí mezi 
mykotoxiny a stresovými faktory [9]. 
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7  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
Běžně sledované mykotoxiny (DON, ZON, OTA, AFs, T-2, HT-2, FBs) 
jsou často analyzovány pomocí screeningových ELISA testů, které jsou cenově 
dostupné, případně se využívají přesnější a citlivější analytické metody založené 
na kapalinové chromatografii s konvenční detekcí nebo hmotnostní detekcí. 
Tyto metody mohou být použity pro sledování několika mykotoxinů v jednom 
vzorku. S ohledem na dostupnost moderních a vysoce citlivých hmotnostních 
spektrometrů je současným trendem minimální nebo žádné přečištění vzorku. 
Kromě snížení nákladů je další výhodou multimetod také nízká spotřeba 
rozpouštědel, která jsou toxická pro životní prostředí [10]. Cílem této práce bylo 
tedy vyvinout a validovat metodu založenou na UPLC-MS/MS pro simultánní 
stanovení 17 mykotoxinů (aflatoxiny B1, B2, G1, G2, fumonisiny B1 a B2, 
ochratoxin A, deoxynivalenol, nivalenol, zearalenon, T-2 a HT-2 toxin, a „nové“ 
mykotoxiny beauvericin a enniatiny A, A1, B, B1). Kromě toho lze ze stejného 
extraktu za stejných měřících podmínek sledovat také ergotové alkaloidy. Tyto 
alkaloidy však nejsou součástí uvedené multimetody, protože by v důsledku koeluce 
několika analytů hrozilo snížení citlivosti metody a ztráty potřebného počtu bodů 
na chromatografický pík. Proto jsou ergotové alkaloidy měřeny v separátní metodě, 
lišící se pouze MRM podmínkami v nastavení hmotnostního spektrometru. 
 
7.1 PŘÍPRAVA VZORKŮ PRO UPLC-MS/MS ANALÝZU 
Vzorky byly připravovány modifikovanou metodou QuEChERS. 10 ml 0,1% 
HCOOH a 10 ml acetonitrilu bylo přidáno k homogennímu vzorku (2 g). Směs byla 
protřepávána 20 minut při 250 kmitech/min pomocí horizontální laboratorní 
třepačky KAVALIER LT 3 (Praha, Česká republika). Poté byla ke vzorkům přidána 
směs solí 4 g MgSO4 a 1 g NaCl. Směs byla intenzivně ručně protřepávána 1 minutu 
a poté odstředěna při 5000 otáčkách/min po dobu 5 min. 0,5 ml acetonitrilové fáze 
bylo smícháno s 0,5 ml ultračisté vody. Před analýzou byly vzorky filtrovány 
přes membránové nylonové filtry s velikostí pórů 0,2 µm. 
 
7.2 ANALÝZA MYKOTOXINŮ METODOU UPLC-MS/MS 
Pro identifikaci a kvantifikaci sledovaných mykotoxinů byl použit UPLC Acquity 
systém (Waters) spojený s hmotnostním spektrometrem typu trojitého kvadrupólu 
s ionizací za atmosférického tlaku XEVO TQ MS (Waters). Separace analytů 
probíhala pomocí kolony Acquity UPLC BEH C18 (50 mm × 2,1 mm × 1,7 µm), 
která byla opatřena předkolonou Acquity UPLC BEH C18 guard column 
(5 mm × 2,1 mm × 1,7 µm) při 40 °C. Složky vzorku byly postupně z kolony 
vymývány gradientovou elucí. Mobilní fáze sestávala z 0,1% kyseliny mravenčí 
ve vodě a  0,1% kyseliny mravenčí a 1mM mravenčanu amonného v methanolu. 
Pro ionizaci byl použit elektrosprej s detekcí pozitivních iontů. Pro každý analyt 
byly sledovány dva MRM přechody (jeden kvantifikační, druhý konfirmační).  
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8  VÝSLEDKY A DISKUZE  
8.1 MONITORING MYKOTOXINŮ V KRMIVECH A V SUROVINÁCH 
PRO JEJICH VÝROBU 
Výskyt mykotoxinů v krmivech má nepříznivý účinek nejen na zdraví samotných 
zvířat. Mykotoxiny v krmivech mohou představovat současně také reálné riziko 
pro člověka, protože dochází k jejich transportu nebo k transportu jejich metabolitů 
z krmiv do produktů živočišné výroby (maso, mléko, vejce). 
V rámci studie, zabývající se monitoringem kontaminace krmných surovin 
a kompletních krmných směsí, bylo na přítomnost DON, NIV, HT-2, T-2, ZON, 
AFs, ENs, FBs, OTA a BEA testováno 133 vzorků krmiv. 
V této studii bylo sledováno široké spektrum materiálů určených jak k přímému 
zkrmování, tak pro výrobu kompletních krmiv. Na přítomnost 17 vybraných 
mykotoxinů byly testovány následující materiály rozdělené do několika kategorií; 
jednalo se o obilniny, pícniny a krmivo. Kromě jmenovaných kategorií byla 
vytvořena navíc kategorie tzv. ostatních materiálů, která zahrnuje komodity 
zastoupené v počtu 1 nebo 2 vzorků.  
 
Kontaminace vzorků mykotoxiny byla poměrně vysoká. Devět testovaných 
komodit z 11 bylo kontaminováno alespoň jedním mykotoxinem ve více než 80 % 
testovaných vzorků (Obrázek 4). Relativně méně kontaminovaná byla kompletní 
krmiva a ostatní materiál, která obsahovala alespoň jeden mykotoxin v méně 
než 60 % vzorků (Obrázek 4). 
 
  
Obrázek 4: Procentuální zastoupení vzorků kontaminovaných nejméně jedním 
sledovaným mykotoxinem v množství nad mezí stanovitelnosti. Celkové množství 
testovaných vzorků v jednotlivých komoditách je uvedeno v závorce. 
 
0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 
100 
V
ý
sk
y
t 
(%
) 
 17 
Pro mykotoxiny DON, ZON, celkové množství FB1 a FB2, OTA a ZON, 
jejichž množství v krmných materiálech je legislativně regulováno EU, byly 
sestaveny histogramy. Tyto grafy zobrazují počet vzorků jednotlivých kategorií 
krmných materiálů, obsahujících mykotoxiny ve vymezeném množstevním 
rozsahu (Obrázky 5-9). Kromě zmíněných mykotoxinů byl histogram sestrojen 
také pro celkové množství T-2 a HT-2 toxinu, neboť od března roku 2013 jsou 
také pro tento parametr stanoveny orientační hodnoty. Pro Aflatoxin B1 nebyl 
histogram sestrojen, protože byl obsažen pouze v jednom vzorku (hrách) 
v množství 1,4 µg/kg AFB1. Kukuřice byla pro názornost specifické 
kontaminace fumonisiny vyjmuta z obilnin a tvoří zde samostatnou kategorii. 
 
Obrázek 5: Histogram zobrazující počet vzorků jednotlivých kategorií krmných 
materiálů obsahující DON ve vymezeném množstevním rozsahu. Celkový počet 
sledovaných vzorků je uveden v závorce. 
 
Obrázek 6: Histogram zobrazující počet vzorků jednotlivých kategorií krmných 
materiálů obsahující ZON ve vymezeném množstevním rozsahu. Celkový počet 
sledovaných vzorků je uveden v závorce. 
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Obrázek 7: Histogram zobrazující počet vzorků jednotlivých kategorií krmných 
materiálů obsahující celkové množství FB1 a FB2 ve vymezeném množstevním 
rozsahu. Celkový počet sledovaných vzorků je uveden v závorce. 
 
 
Obrázek 8: Histogram zobrazující počet vzorků jednotlivých kategorií krmných 
materiálů obsahující celkové množství T-2 a HT-2 ve vymezeném množstevním 
rozsahu. Celkový počet sledovaných vzorků je uveden v závorce. 
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Obrázek 9: Histogram zobrazující počet vzorků jednotlivých kategorií krmných 
materiálů obsahující OTA ve vymezeném množstevním rozsahu. Celkový počet 
sledovaných vzorků je uveden v závorce. 
 
Legislativně upravované mykotoxiny se ve většině vzorků nejčastěji 
nacházely ve velmi nízkém množství, a to do 100 µg/kg nebo pod mezí 
stanovitelnosti. Tyto nálezy byly porovnatelné se studií  Zachariášové 
a kol. [11]. Výjimkou byl DON, který byl v testovaném souboru vzorků 
nejčastěji identifikován ve větším množství, a to mezi 200 – 500 µg/kg. 
Několik vzorků bylo kontaminováno významným množstvím mykotoxinů, 
avšak nalezená množství v žádném z případů nepřesahovala legislativní limity 
pro danou komoditu. 
 
Testované vzorky krmiv a suroviny pro jejich výrobu byly nejčastěji 
kontaminovány  enniatiny B, B1, A a A1, BEA a trichothecenem DON.  
ENB byl nalezen ve více než 90 % všech vzorků obilnin s výjimkou ovsa 
(71 %) a kukuřice (60 %). Kontaminovány byly také všechny vzorky siláží 
a 80 % doplňkového krmiva. Nejméně často byl tento mykotoxin obsažen 
v kompletním krmivu (40 %) a ostatním materiálu (22 %). Enniatiny byly také 
často doprovázeny přítomností beauvericinu, který se společně s ENB 
vyskytoval v 82 % nálezů. Četnost pozitivního výskytu enniatinů a BEA 
je shrnuta na Obrázku 10. 
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Obrázek 10: Četnost enniatinů a beauvericinu v testovaných vzorcích krmiv. 
8.2 SPOLEČNÝ VÝSKYT MYKOTOXINŮ 
Na základě několika studií je známo, že houbové patogeny jsou schopné 
produkovat více než jeden mykotoxin [12-14]. Krmné suroviny mohou být navíc 
infikovány zároveň i více druhy hub. Proto studium výskytu jednoho 
mykotoxinu poskytne pouze malé množství informací o riziku spojeném 
s konzumací daného krmiva. Z toho důvodu je mnohem užitečnější komplexní 
informace o výskytu širšího spektra mykotoxinů. Navíc jsou v literatuře popsány 
aditivní nebo dokonce synergické toxické účinky kombinací některých 
mykotoxinů.  
Dva a více mykotoxinů společně bylo obsaženo v 83 % vzorků. Z toho 
nejčastěji bylo identifikováno pohromadě 3 – 6 mykotoxinů. Nejvíce bylo 
společně nalezeno 9 mykotoxinů, které kontaminovaly 3 vzorky kukuřic. 
Celkové shrnutí společného výskytu mykotoxinů v jednotlivých kategoriích 
krmiv je zobrazeno na Obrázku 11. 
 
Obrázek 11: Společný výskyt mykotoxinů v jednotlivých kategoriích; 
v závorce je uveden celkový počet testovaných vzorků z jednotlivých kategorií.  
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V souvislosti s krmivy se o deoxynivalenolu často hovoří, jako o tzv. markeru 
upozorňujícím na přítomnost i dalších mykotoxinů [15]. Proto byly sestaveny 
četnosti výskytu kombinací ostatních mykotoxinů s tímto trichothecenem 
(Obrázek 12). Vzhledem k tomu, že enniatiny a BEA byly nejčastěji nalézanými 
mykotoxiny, tak největší podíl na četnosti společného výskytu mykotoxinů měla 
kombinace DON + enniatiny a DON + BEA, které byly identifikovány 
ve většině testovaných kategorií krmiv a produktů pro jejich výrobu. Díky četné 
přítomnosti fumonisinů v kukuřici byla také často přítomna kombinace 
DON + fumonisiny. Ve významném množství se ještě vyskytovala kombinace 
mykotoxinů DON + ZON a DON + T-2 nebo HT-2, a to především v kukuřici 
a v ostatním testovaném materiálu. Kombinace mykotoxinů DON + NIV, 
u které je experimentálně prokázán synergický toxický účinek [16, 17] 
se vyskytovala pouze ve třech vzorcích zahrnujících oves, siláž a prach z výroby 
krmiv (který však neslouží ke zkrmování). 
 
 
Obrázek 12: Procentuální zobrazení společného výskytu dané kombinace 
mykotoxinů v jednotlivých kategoriích; v závorce je uvedeno množství vzorků 
s obsahem dvou a více mykotoxinů z celkového množství testovaných vzorků. 
Poznámky k popiskům: 1-alespoň jeden z enniatinů, 2-alespoň jeden 
z fumonisinů, 3-alespoň jeden z T-2 nebo HT-2 toxinů. 
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8.3 MONITORING AFLATOXINŮ VE VZORCÍCH KRMNÉ 
KUKUŘICE 
Testované vzorky kukuřic v této práci byly ÚKZÚZ odebrány v rámci 
monitoringu aflatoxinů v této komoditě jakožto reakce na notifikaci systému 
včasného varování pro potraviny a krmiva (RASFF), neboť v roce 2013 byla 
v Německu zachycena významná množství (od 1,9 – 158,5 µg/kg) AFB1 
ve vzorcích kukuřic s původem v Rumunsku a Srbsku. Přímé ohrožení 
spotřebitele nastalo, když byl také prokázán mnohočetný nález mykotoxinu 
aflatoxinu M1 v srbském mléce [18], několikanásobně převyšující maximální 
povolený obsah 0,05 µg/kg. 
Vzorky kukuřic testovaných v této studii pocházely z České republiky. 
Po konzumaci těchto vzorků kukuřic nehrozilo žádné riziko kontaminace mléka 
nebezpečným AFM1, neboť neobsahovaly žádný ze sledovaných aflatoxinů. 
Plísně rodu Aspergillus, které tyto nebezpečné mykotoxiny produkují, 
se převážně vyskytují v teplém a vlhkém podnebí. Proto byly pravděpodobně 
nálezy aflatoxinů v českých kukuřicích negativní. 
8.4 MYKOTOXINY V EKOLOGICKÉM A KONVENČNÍM 
ZEMĚDĚLSTVÍ 
V naší studii pocházely analyzované vzorky krmiv a surovin pro jejich výrobu 
z konvenční a ekologické zemědělské produkce. Jednalo se však o množství 
různorodých vzorků z různých odběrných míst z celé ČR, 
a proto je v následující části pouze informativně porovnán výskyt mykotoxinů 
v těchto vzorcích v závislosti na způsobu pěstování. 
 
Celkem bylo mykotoxiny kontaminováno 123 vzorků, z nichž 63 pocházelo 
z konvenčního zemědělství a 60 z produktů ekologického zemědělství. Větší 
množství kontaminovaných vzorků mykotoxiny bylo pozorováno u produktů 
z ekologického zemědělství (95 %) než u produktů z konvenčního zemědělství 
(89 %). Avšak statistická analýza neprokázala vliv způsobu pěstování surovin 
na množství většiny mykotoxinů.  
Významný rozdíl byl pozorován pouze pro kontaminaci fumonisiny B1 a B2, 
které se mnohem častěji a ve vyšších koncentracích vyskytovaly v konvenčně 
pěstovaných produktech. Veškeré ekologické produkty byly prosté těchto 
mykotoxinů nebo obsahovaly jejich množství pod limitem kvantifikace dané 
metody. Tato skutečnost je pravděpodobně dána tím, že fumonisiny 
kontaminovaly převážně kukuřici, neboť na všech 26 vzorků s pozitivním 
obsahem FB1 připadalo 22 vzorků kukuřic. Ekologicky pěstovaná kukuřice byla 
zastoupena pouze jedním vzorkem, zatímco 31 vzorků kukuřic bylo pěstováno 
konvenčním způsobem. Statisticky významnější množství (p < 0,01) 
u konvenčně pěstovaných komodit bylo pozorováno také pro DON, 
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avšak i to lze vysvětlit stejným způsobem, jako v případě fumonisinů. 
Kontaminace komodit DON a fumonisiny je shrnuta v Tabulce 4. 
 
Tabulka 4. Množství DON, FB1 a FB2 v produktech ekologického 
a konvenčního zemědělství z roku 2012 – 2013. 
Mykotoxin 
Způsob 
pěstování 
Počet 
pozitivních 
vzorků (%) 
Rozsah kontaminace 
(µg/kg) 
Průměr 
(µg/kg) 
Hodnota p  
DON 
Konvenční 50 (70) 50 – 5643 560 
0,003 
Ekologické 21 (33) 52 – 2708 156 
      
FB1 
Konvenční 26 (37) 11 – 1381 87 
– 
Ekologické 0 (0) 0 0 
      
FB2 
Konvenční 12 (17) 22 – 446 19 
– 
Ekologické 0 (0) 0 0 
8.5 STUDIUM VÝSKYTU MYKOTOXINŮ V JEČMENI A JEČNÉM 
SLADU Z ČESKÉ PRODUKCE 
V této části práce byla vyvinutá metoda pro simultánní stanovení 
17 mykotoxinů využita v rámci spolupráce s VÚPS v Brně pro sledování 
mykotoxinů ve vzorcích ječmene jarního a ječného sladu. Analyzovány byly 
3 série (celkem 52) vzorků ze sklizně 2011. První série obsahovala 22 vzorků 
sladovnického ječmene (odrůdy Bojos, Xanadu, Blaník, Radegast, Malz 
a Wintmalt) z různých lokalit v České republice, ve kterých byl screeningovou 
metodou ELISA nalezen mykotoxin DON (n = 22) v množství nad 250 µg/kg. 
Druhá série zahrnovala 6 vzorků ječmene a byla na DON negativní (tj. obsah 
DON byl menší než 250 µg/kg) a byla použita jako kontrolní (n = 6). Třetí série 
vzorků obsahovala celkem 24 vzorků, a to 12 vzorků ječmene  (4 sladovnické 
odrůdy – Malz, Bojos, Sebastian a Xanadu) ze 3 lokalit v ČR a 12 vzorků sladu, 
který byl z těchto vzorků vyroben (n = 24). Metoda vyhovovala pro stanovení 
mykotoxinů v potravinářském ječmeni, protože LOQ byly nižší a v případě 
OTA rovné MAL (maximum allowable limit) daném nařízením Evropské unie 
[19] pro některé mykotoxiny. 
8.5.1 Stanovení DON pomocí ELISA metody 
ELISA (z angl, Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) je metoda založená 
na specifické reakci mezi protilátkou a antigenem. Komerčně dostupné 
AgraQuant® DON Test kity byly použity pro stanovení obsahu DON 
ve vzorcích ječmene. Měření probíhalo na VÚPS v Brně, kde byla tato metoda 
validována pro ječmen a slad. Příprava vzorku a vyhodnocení byla v souladu 
s instrukcemi dle výrobce. LOD byl 200 µg/kg a LOQ byl 250 µg/kg. 
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8.5.2 Srovnání obsahu DON detekovaného pomocí ELISA a UPLC-MS/MS 
Ačkoliv jsou ELISA kity široce používané díky jejich snadné přípravě 
a nízkým nákladům, jejich nevýhodou můžou být zkřížené reakce a falešně 
pozitivní nebo nadhodnocené výsledky. Kity jsou vyvinuty pro stanovení DON 
a jeho konjugovaných forem, jako například 3-acetyl-DON, 15-acetyl-DON, 
de-epoxy-DON (DON-1) a deoxynivalenol-3-glukosid (D3G). Kromě zkřížené 
reakce s konjugovanou formou D3G může být výsledek ELISA stanovení 
ovlivněn zkříženou reakcí antigenu s dalšími matričními koextrakty [20]. V této 
studii nebylo sledováno množství D3G ani jiné konjugované formy DON. 
Avšak, UPLC-MS/MS metodou byl detekován vyšší obsah DON pouze 
v jednom vzorku ječmene. Výsledky jsou zobrazeny na Obrázku 13. 
 
 
Obrázek 13: Srovnání obsahu DON stanoveného pomocí ELISA a UPLC-
MS/MS metodou. 
 
Vzorky z první série byly vybrány na základě pozitivního obsahu  
deoxynivalenolu, který je často považován za tzv. marker mykotoxinové 
kontaminace, což bylo potvrzeno také i v této studii (Obrázek 14).  
 
 
Obrázek 14: Spektrum mykotoxinů v DON-pozitivních vzorcích ječmene. 
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Druhá série DON-negativních vzorků byla kontaminována mnohem méně 
ve srovnání s první sérií (Obrázek 15).  
 
 
Obrázek 15: Spektrum mykotoxinů v DON-negativních vzorcích ječmene. 
8.5.3 Přestup mykotoxinů z ječmene do sladu 
V předkládané studii byl dále analyzován ječmen a slad z něho vyrobený. 
Na základě výsledů z několika studií bylo předpokládáno, že množství enniatinů 
a beauvericinu ve sladu bude stejné jako v ječmeni, ze kterého byl slad 
připraven, nebo budou hodnoty spíše nižší. Tento předpoklad byl však splněn 
pouze v některých případech. 
Ječmen použitý pro sladování byl obecně málo kontaminovaný mykotoxiny. 
Tato studie také ukazuje významné rozdíly mezi jednotlivými lokalitami.  
Na Obrázku 16 jsou znázorněna množství enniatinů a BEA a na Obrázku 17 
jsou znázorněna množství DON, NIV, T-2 a HT-2 toxinu v ječmeni a sladu. 
 
 
Obrázek 16: Množství enniatinů a BEA ve vzorcích různých druhů ječmene 
a sladu z rozdílných lokalit.  
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Obrázek 17: Množství DON, NIV, T-2 a HT-2 ve vzorcích různých druhů 
ječmene a sladu z rozdílných lokalit. 
 
Obsažená množství enniatinů a BEA ve vzorcích ječmene byla ve srovnání 
s jinými studiemi nižší. Ječmen z lokality Uherský Ostroh byl nejméně 
kontaminován mykotoxiny. Po procesu sladování ovšem množství některých 
mykotoxinů vzrostlo o sto až tisíc procent ve všech čtyřech vzorcích.  
 
Houby rodu Fusarium se řadí mezi tzv. polní plísně (tj. jsou přítomny v zrnu 
již před sklizní obilovin) a ve vhodných podmínkách mohou růst a produkovat 
mykotoxiny také během skladování [21, 22]. Navíc spory vláknitých 
mikromycetů mohou být přítomny téměř kdekoliv, jako například v půdě, 
kde ke kontaktu plísně s obilovinou může dojít i během sklízení. Druh 
předplodiny má také významný podíl na kontaminaci houbovými patogeny. 
Během sladování může množství mykotoxinů klesat, avšak jejich množství 
může narůstat i během další manipulace. Je například popsáno, že i stres 
vyvolaný nevhodnými podmínkami pro plíseň může vyvolat zvýšenou produkci 
některých mykotoxinů, nebo může docházet k jejich uvolňování z vázaných 
forem [23]. 
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8.6 MONITORING ERGOTOVÝCH ALKALOIDŮ V KRMIVECH A 
SUROVINÁCH PRO JEJICH VÝROBU 
 
8.6.1 Hodnocení závažnosti obsaženého množství EAs v testovaných 
materiálech 
Evropská unie doposud nestanovila maximální přípustná množství ergotových 
alkaloidů (EAs), a to jak v potravinách, tak v krmivech. Evropskou legislativou 
je stanoveno maximální přípustné množství námelu v krmivech obsahujících 
nemleté obiloviny (1 g/kg) [6]. V různých druzích námelu se vyskytuje 
až 30 druhů alkaloidů, jejichž celkový obsah činí 0,025 – 0,4 %, výjimečně 
až 1 % (v závislosti na druhu obiloviny nebo lokalitě), přičemž ve střední 
Evropě je v námelu obsaženo průměrné množství EAs 800 µg/kg [24].  
Pouze pro dokumentaci závažnosti nalezeného množství EAs v testovaných 
vzorcích krmiv a surovin pro jejich výrobu bylo vypočítáno teoretické 
maximální povolené množství EAs na kg materiálu. Toto množství odpovídá 
cca 800 µg/kg krmiva a vztahuje se na celkovou sumu 12 EAs uvedených 
v doporučení komise 2012/154/EU [25].  
V předkládané studii je monitorováno pouze 8 z těchto alkaloidů (ergosin, 
ergokristin, ergokryptin, ergokornin a jejich odpovídající epimery), a proto by 
mělo být vypočítané teoretické maximální množství kritičtější. Nicméně 
pro účely porovnání závažnosti výskytu EAs v krmivech je tato hodnota 
dostačující. 
Pro celkové množství EAs existuje také tolerovaný denní příjem (TDI) 
stanovený EFSA [26], který odpovídá 0,6 µg/kg t. hm. a den Množství EAs 
ve vzorcích bude tedy také srovnáváno s touto hodnotou. 
 
8.6.2 Výskyt ergotových alkaloidů v krmivech a surovinách pro jejich 
výrobu 
Houby rodu Claviceps p. nečastěji parazitují na obilí a trávě, proto byla 
kontaminace EAs u těchto materiálů předpokládána a následným testováním 
na přítomnost EAs také potvrzena. EAs byly obsaženy pouze ve vzorcích obilí 
s výjimkou kukuřice a v píci. Další nálezy byly identifikovány ve vzorcích 
kompletních a doplňkových krmných směsí, které jsou ovšem z větší části 
vyrobeny právě z obilí.  
 
Výskyt EAs v obilí byl poměrně častý, neboť více než 1/4 vzorků byla 
kontaminována alespoň jedním EAs (přesně 27 %). Ze vzorků obilných matric, 
které byly zastoupeny více než dvěma vzorky, byl nejčastěji kontaminován oves. 
Obecně lze shrnout, že většina matric s pozitivním nálezem EAs obsahovala 
jejich celkové množství pod 100 µg/kg (Obrázek 18). Jeden vzorek krmné směsi 
pro prasata a jeden vzorek ovsa obsahoval celkové množství EAs 
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mezi 100 a 500 µg/kg. 4 vzorky obilí (oves, tritikále, pšenice i šrot (směs ovsa 
a ječmenu) a travní siláž obsahovaly celkové množství EAs nad 500 µg/kg. 
Shrnutí kontaminace testovaných materiálů podle vymezených hladin nálezu 
celkového množství EAs je uvedeno na Obrázku 18. 
 
 
 
Obrázek 18: Počet vzorků z jednotlivých testovaných skupin (obilniny, 
krmiva, píce) s celkovým obsahem EAs v rámci vymezených hladin. 
 
Bylo vypočítáno teoretické maximální povolené množství EAs na kg 
materiálu, které dle výpočtu činí 800 µg/kg. Takové množství EAs bylo 
obsaženo pouze ve 3 testovaných vzorcích, které patřily do skupiny obilnin. 
Vzorky ovsa, tritikále a šrotu obsahovaly 1855, 807 a 1038 µg/kg (Obrázek 19). 
 
Obrázek 19: Celkové množství sledovaných EAs v krmivech. Obdélník 
vyznačuje krmiva s obsahem EAs převyšujícím 800 µg/kg (tj. převyšující 
možný teoretický maximální povolený limit). 
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Pro pozitivní vzorky bylo dále vypočítáno jejich množství, které by muselo 
být požito, aby byla dosažena TDI podle EFSA (0,6 µg/kg t. hm. a den). 
Vzhledem k variabilitě tělesné hmotnosti jsou tato množství vypočítána jako 
procentuální zastoupení materiálu vůči tělesné hmotnosti (Obrázek 20). 4 vzorky 
(3 obilné, 1 travní siláž) jsou v obrázku vyznačeny červeně, protože se TDI 
dosáhne jejich konzumací již v množství 0,1 % vůči tělesné váze.  
Navíc při konzumaci vzorku ovsa, který obsahuje nejvyšší celkově nalezené 
množství EAs (1855 µg/kg), dojde k dosažení TDI již při konzumaci 0,03 % 
vůči tělesné váze (tj. např. 30 g materiálu/100 t. hm. a den) (Obrázek 20). 
Vzorky, které obsahují navíc celkové množství EAs nad 800 µg/kg, jsou 
v Obrázku 20 ohraničeny rámečkem. Tyto vzorky by mohly být tedy potenciálně 
vážně nebezpečné. Jmenovitě se jedná o oves, tritikále a šrot (oves a ječmen). 
 
Obrázek 20: Množství krmiva v % k tělesné hmotnosti, při kterém 
se po konzumaci dosáhne TDI (0,6 µg/kg t. hm. a den) EAs stanovené podle 
EFSA. Červeně vyznačená jsou krmiva s hodnotou pod 0,1 % (tj. např. 
100 g/100 t. hm. a den). V rámečku jsou uvedena krmiva s celkovým obsahem 
EAs převyšujícím 800 µg/kg (tj. převyšující možný teoretický maximální 
povolený limit). 
 
Tato studie popisuje aktuální situaci výskytu EAs v českých krmivech 
a v surovinách pro jejich výrobu. Reálné nálezy EAs poukazují, že jejich výskyt 
není jen ojedinělý a lze se setkat dokonce i s významnými nálezy, které mohou 
být i potenciálně nebezpečné. 
1.4 
0.7 
0.6 
0.5 
0.03 
0.2 
0.6 
0.1 
1.8 
0.9 1.0 
0.8 
1.7 
0.1 
1.1 
1.0 
0.1 0.1 
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 
1.2 
1.4 
1.6 
1.8 
2.0 
K
rm
iv
o
/t
ěl
es
n
á 
v
áh
a 
(%
) 
6,0 3,8 3,2 4,0 
 30 
9  ZÁVĚR 
Druhá část dizertační práce se věnovala vývoji metody pro současné 
stanovení mykotoxinů v potravinách a krmivech.  
Validována byla metoda pro simultánní stanovení mykotoxinů zahrnující 
jak legislativně upravované mykotoxiny, tak mykotoxiny, jejichž sledování 
doporučuje EFSA. Simultánní stanovení mykotoxinů a ergotových alkaloidů 
z jednoho extraktu bylo prováděno modifikovanou extrakční technikou 
založenou na nepufrované QuEChERS metodě. Mykotoxiny byly detekovány 
a kvantifikovány pomocí ultra-vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
s tandemovou hmotnostně spektrometrickou detekcí.  
Metoda pro simultánní stanovení 17 mykotoxinů byla použita pro monitoring 
mykotoxinů v krmivech a krmných surovinách. V krmivech se vyskytovaly 
jak legislativně upravované, tak i nové mykotoxiny, které se dokonce 
vyskytovaly nejčastěji a v největších koncentracích. Nejvíce kontaminovaná 
byla kukuřice a kukuřičná siláž, která oproti ostatním vzorkům často obsahovala 
navíc i fumonisiny.  
Sledování aflatoxinů v 32 vzorcích kukuřic, které probíhalo v rámci RASFF, 
v žádném případě nepotvrdilo přítomnost některého z těchto nebezpečných 
karcinogenů.  
Navzdory tomu, že v žádném případě nebyly překročeny legislativně 
stanovené limity pro přítomnost mykotoxinů, by mělo být bráno v úvahu 
případné riziko vyplývající z toxického působení mykotoxinů při jejich 
společném výskytu. 
Konvenční produkty byly mykotoxiny kontaminovány méně, avšak vliv 
na přítomnost mykotoxinů podle způsobu pěstování nebyl zcela jednoznačný.  
Vyvinutá metoda pro sledování 17 mykotoxinů byla dále použita 
pro monitorování 52 vzorků ječmene jarního a ječného sladu ze sklizně z roku 
2012. Byla potvrzena závislost výskytu mykotoxinů na lokalitě, klimatických 
podmínkách, odrůdě a zejména na roku pěstování. Obsah mykotoxinů 
ve vyrobeném sladu byl menší nebo téměř shodný ve srovnání s ječmenem, 
ze kterého byl slad vyroben. Pouze jedna lokalita vykazovala rapidní navýšení 
některých mykotoxinů (enniatinů) po sladování všech čtyř druhů ječmene. 
Možným vysvětlením může být, že byl ječmen infikován houbovým patogenem 
již na poli a během sladovacího procesu se zvýšila produkce mykotoxinů.  
Metoda pro sledování ergotových alkaloidů byla použita při monitoringu 
vzorků krmiv. Kontaminace těmito látkami byla pozorována pouze v jednom 
vzorku píce, v krmivech a ve vzorcích obilí, které bylo kontaminováno z více 
než ¼ alespoň jedním ergotovým alkaloidem. Některé vzorky by mohly 
při požití dokonce způsobovat zdravotní potíže, neboť obsahovaly významná 
množství sledovaných alkaloidů.       
 31 
10  POUŽITÁ LITERATURA 
 
1 HALLIWELL B, GROOTVELD M: The measurement of free radical 
reactions in humans: Some thoughts for future experimentation. FEBS 
Letters. 1987;213(1): 9-14. 
 
2 RICE-EVANS C, BURDON R: Free radical-lipid interactions and their 
pathological consequences. Progress in Lipid Research. 1993;32(1): 71-
110. 
 
3 LESSER MP: Oxidative stress causes coral bleaching during exposure to 
elevated temperatures. Coral Reefs. 1997;16(3): 187-192. 
 
4 PICKOVA J, DUTTA PC, PETTERSSON A, FRØYLAND L, 
KIESSLING A: Eggs of Baltic salmon displaying M74, yolk sac mortality 
syndrome have elevated levels of cholesterol oxides and the fatty acid 
22:6 n-3. Aquaculture. 2003;227(1-4): 63-75. 
 
5 EU: Doporučení komise ze dne 17. Srpna 2006 o přítomnosti 
deoxynivalenolu, zearalenonu, ochratoxinu A, T-2 a a  HT-2 a fumonisinů 
v produktech určených ke krmení zvířat. 
 
6 EU: EU (B). Směrnice evropského parlamentu a rady 2002/32/ES ze dne 
7. května 2002 o nežádoucích látkách v krmivech. 
 
7 EU: Doporučení Komise ze dne 27. března 2013 ohledně přítomnosti 
toxinů T-2 a HT-2 v obilovinách a výrobcích z obilovin. 
 
8 EU: Doporučení Komise ze dne 4. listopadu 2013 , kterým se mění 
doporučení 2006/576/ES, pokud jde o toxiny T-2 a HT-2 v krmných 
směsích pro kočky. 
 
9 SCHNEIDEROVÁ P: Bezpečnost krmiv a zdraví zvířat – mykotoxiny. 
ÚZPI, 2008: p. 45. 
 
10 ZACHARIASOVA M, LACINA O, MALACHOVA A, 
KOSTELANSKA M, POUSTKA J, GODULA M, HAJSLOVA J: Novel 
approaches in analysis of Fusarium mycotoxins in cereals employing ultra 
performance liquid chromatography coupled with high resolution mass 
spectrometry. Analytica chimica acta. 2010;662(1): 51-61. 
 
 32 
11 ZACHARIASOVA M, DZUMAN Z, VEPRIKOVA Z, HAJKOVA K, 
JIRU M, VACLAVIKOVA M, ZACHARIASOVA A, POSPICHALOVA 
M, FLORIAN M, HAJSLOVA J: Occurrence of multiple mycotoxins in 
European feedingstuffs, assessment of dietary intake by farm animals. 
Animal Feed Science and Technology. 2014;193(0): 124-140. 
 
12 SWEENEY MJ, DOBSON AD: Mycotoxin production by Aspergillus, 
Fusarium and Penicillium species. Int J Food Microbiol. 1998;43(3): 141-
158. 
 
13 BOTTALICO A: Fusarium diseases of cereals: species coplex and related 
mycotoxin profiles, in europe. Journal of Plant Pathology. 1998;80: 85–
103. 
 
14 ATALLA MM, HASSANEIN NM, EL-BEIH AA, YOUSSEF YA: 
Mycotoxin production in wheat grains by different Aspergilli in relation 
to different relative humidities and storage periods. Nahrung. 2003;47(1): 
6-10. 
 
15 SOBROVA P, ADAM V, VASATKOVA A, BEKLOVA M, ZEMAN L, 
KIZEK R: Deoxynivalenol and its toxicity. Interdisciplinary Toxicology. 
2010;3(3): 94-99 
 
16 MADHYASTHA MS, MARQUARDT RR, ABRAMSON D: Structure-
activity relationships and interactions among trichothecene mycotoxins as 
assessed by yeast bioassay. Toxicon. 1994;32(9): 1147-1152. 
 
17 TAJIMA O, SCHOEN ED, FERON VJ, GROTEN JP: Statistically 
designed experiments in a tiered approach to screen mixtures of Fusarium 
mycotoxins for possible interactions. Food and Chemical Toxicology. 
2002;40(5): 685-695. 
 
18 KOS J, LEVIĆ J, ĐURAGIĆ O, KOKIĆ B, MILADINOVIĆ I: 
Occurrence and estimation of aflatoxin M1 exposure in milk in Serbia. 
Food Control. 2014;38(0): 41-46. 
 
19 EU: Commission Regulation (EC) No. 1881/2006 setting maximum levels 
for certain contaminants in foodstuffs. 2006. 
 
20 ZACHARIASOVA M, HAJSLOVA J, KOSTELANSKA M, POUSTKA 
J, KRPLOVA A, CUHRA P, HOCHEL I: Deoxynivalenol and its 
conjugates in beer: a critical assessment of data obtained by enzyme-
 33 
linked immunosorbent assay and liquid chromatography coupled to 
tandem mass spectrometry. Anal Chim Acta. 2008;625(1): 77-86. 
 
21 VAUGHAN A, O'SULLIVAN T, VAN SINDEREN D: Enhancing the 
Microbiological Stability of Malt and Beer — A Review. Journal of the 
Institute of Brewing. 2005;111(4): 355-371. 
 
22 FAKHRUNNISA H, M. H., GHAFFAR A: Seed-borne mycoflora of 
wheat, soghum and barley. Pakistan Journal of Botany. 2006;38: 185–92. 
 
23 MALACHOVÁ A, HAJŠLOVÁ J, EHRENBEREGEROVÁ J, 
KOSTELANSKÁ M, ZACHARIÁŠOVÁ M, URBANOVÁ J, CERKAL 
R, ŠAFRÁNKOVÁ I, MARKOVÁ J, VACULOVÁ K, HRSTKOVÁ P: 
Fusarium mycotoxins in spring barley and their transfer into malt. Kvasny 
prumysl, 2010: p. 131– 426. 
 
24 MULDER PPJ, VAN RAAMSONK LWD, VAN EGMOND HJ, VOOGT 
J, VAN BRAKEL MW, VAN DER HORST GM, DE JONG J: Dutch 
survey ergot alkaloids and sclerotia in animal feed;  National Monitoring 
Plan Animal Feeds. Netherlands, RIKILT - Institute of food safety, 2012. 
 
25 EU: Doporučení komise ze dne 15. března 2012 o monitorování 
přítomnosti námelových alkaloidů v krmivech a potravinách, 
2012/154/ES. 2012. 
 
26 EFSA: Scientific Opinion on Ergot alkaloids in food and feed. 2012: p. 
158. 
 
 34 
11  PŘÍLOHY 
11.1 ŽIVOTOPIS 
Martina Bolechová 
Brno 656 06, E-mail: xcbolechova@fch.vutbr.cz 
 
Pracovní zkušenosti:  
 
2011 – dosud  Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský, Národní 
referenční laboratoř – Regionální oddělení Brno  
 
 Přírodovědní analytik – diagnostik 
 LC-MS specialista 
 
Zahraniční stáže 
 
02/2010 – 07/2010 Environmental Research Institute, Skotsko, North Highland 
College, University of the Highland and Islands 
 
 Pracovně-studijní stáž v rámci mobilitního programu SOCRATES ERASMUS 
 
09/2008 – 01/2009 University of Ljubljana, Slovinsko, Faculty of Biotechnology a 
Faculty of Environmental Chemistry  
 
 Studijní stáž v rámci mobilitního programu SOCRATES ERASMUS 
 
Vzdělání 
 
2009 – dosud  Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, doktorský 
studijní program Chemie a technologie ochrany životního 
prostředí  
 
2007 – 2009  Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, magisterský 
studijní program Chemie a technologie ochrany životního 
prostředí  
Diplomová práce: Využití separačních metod s hmotnostní detekcí pro 
studium degradačních produktů nových polymerních materiálů  
 
2004 – 2007  Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, bakalářský 
studijní program 
Bakalářská práce: Možnosti využití hmotnostní spektrometrie při 
analýze modifikovaných kopolymerů kyseliny mléčné a glykolové  
 
2000 – 2004      Střední průmyslová škola chemická  
 35 
11.2 PUBLIKAČNÍ ČINNOST 
 
2015 
 BOLECHOVÁ, M.; ČÁSLAVSKÝ, J.; POSPÍCHALOVÁ, M.; 
KOSUBOVÁ, P. UPLC-MS/MS method for determination of selected 
pyrrolizidine alkaloids in feed. FOOD CHEMISTRY, 2015, s. 265-
270. ISSN: 0308- 8146. 
 BOLECHOVÁ, M.; BENEŠOVÁ, K.; BĚLÁKOVÁ, S.; ČÁSLAVSKÝ, 
J.; POSPÍCHALOVÁ, M.; MIKULÍKOVÁ, R. Determination of 
seventeen mycotoxins in barley and malt in the Czech Republic. FOOD 
CONTROL, 2015, s. 108-113. ISSN: 0956-7135.  
2014 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; ČÁSLAVSKÝ, J. Stanovení 
alkaloidů v krmivech metodou UPLC-MS/MS. XLIV. Symposium o 
nových směrech výroby a hodnocení potravin: 2014. Sborník dosud 
nevydán. 
 BOLECHOVÁ, M.; ČÁSLAVSKÝ, J.; MÁCOVÁ, D.; VÁVROVÁ, M.; 
TAGGART, M. Metoda pro analýzu isoprostanů ve tkáni lososa. 
Chemické listy, XY, s. X-Y. ISSN: 0009-2770. Přijato k tisku 
 
2013 
 BOLECHOVÁ, M. Krmiva obohatí rovněž vitamín D. Agrární 
noviny, 2013, s. 36-36. ISSN: 1211- 3816. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; ČÁSLAVSKÝ,J. Determination 
of Selected Naturally Occurring Alkaloids in Feed by UPLC-MS/MS. 
Studentská odborná konference Chemie je život. Sborník příspěvků. Brno: 
Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, 2013. s. 236-
241. ISBN: 978-80-214-4823- 0. 
 MÁCOVÁ, D.; ČÁSLAVSKÝ, J.; BOLECHOVÁ, M.; VÁVROVÁ, M. 
Identification of photo- degradation products of polyurethane foam with 
enhanced biodegradability. Fresenius Environmental Bulletin, 2013, roč. 
22, č. 8a, s. 2362-2370. ISSN: 1018- 4619. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; MRKVICOVÁ, 
M. Determination of pyrrolizidine alkaloids in feed by UPLC-
MS/MS. Bilthoven the Netherlands: Bastiaanse Communication, RME, 
2013. s. 106 - 106. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; ČÁSLAVSKÝ, J.; 
POSPÍCHALOVÁ, M. Multiresidue mycotoxin analysis of conventional 
and organic agriculture commodities by UPLC-MS/MS. Bilthoven the 
Netherlands: Bastiaanse Communication, RME, 2013. s. 105 - 105. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; POSPÍCHALOVÁ, 
M. Determination of naturally-occuring alkaloids in feed by UPLC-
 36 
MS/MS. 6th International Symposium on recent advances in food 
analysis. Institute of Chemical Technology, Prague: ICT Prague Press, 
2013. s. 338-338. ISBN: 978 80 7080 861 0. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; POSPÍCHALOVÁ, 
M. Occurence of mycotoxins in animal feed from organic farming 
production. 6th International Symposium on recent advances in food 
analysis. Institute of Chemical Technology, Prague: ICT Prague Press, 
2013. s. 330-330. ISBN: 978 80 7080 861 0. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; NEHYBOVÁ, Z.; 
MRKVICOVÁ, M.  Analysis of Vitamin D in feed by UPLC-MS/ MS. 6th 
International Symposium on recent advances in food analysis.Institute of 
Chemical Technology, Prague: ICT Prague Press, 2013. s. 215-
215. ISBN: 978 80 7080 861 0. 
 
2012 
 BOLECHOVÁ, M. Zavádění multireziduální metody pro stanovení 
mykotoxinů v krmivech. Brno: ÚKZÚZ, 2012. 
 BOLECHOVÁ, M. Stanovení vitamínu D3 v krmivech. Brno: ÚKZÚZ, 
2012. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; POSPÍCHALOVÁ, 
M. Multimycotoxin method for feed analysis by UPLC-MS/ 
MS. Braunschweig, Germany: 34. Mycotoxin workshop, 2012. s. 43-43.  
 
2011 
 POSPÍCHALOVÁ, M.; ZBÍRAL, J.; FLORIÁN, M.; BOLECHOVÁ, M. 
Co- occurence of mycotoxins in feeds produced in the Czech Republic. 5
th
 
International Symposium on recent advances in food analysis. Institute of 
Chemical Technology, Prague: ICT Prague Press, 2011. s 271 ISBN: 978 
80 7080 795 8. 
 BOLECHOVÁ, M.; ČÁSLAVSKÝ, J.; VÁVROVÁ, M. Isoprostanes as 
markers of oxidative stress. Chemické listy. 2011. s 959 ISSN: 0009- 
2770. 
 BOLECHOVÁ, M.; SQUIER, A; ČÁSLAVSKÝ, J.; KENNETH, B.; 
VÁVROVÁ, M. Oxidative stress assessment of salmon eggs.Chemické 
listy. 2011. s. 959. ISSN: 0009- 2770. 
 BOLECHOVÁ, M.; KOSUBOVÁ, P.; POSPÍCHALOVÁ, 
M. Multimycotoxin method for feed analysis by UPLC-MS/ 
MS. Braunschweig, Germany: 34. Mycotoxin workshop, 2012. s. 43-43.  
 
